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Resumen

En los Ultimos afos, ha existido una preocupacién creciente en la poblacion mundial,
relacionado con la necesidad de obtener recursos alimenticios a gran escala y reducir el uso
y abuso de agroquimicos dafiinos para la salud y el planeta. La aplicacion de AE de plantas
medicinales se esta abriendo paso en la agricultura por sus variados beneficios, un ejemplo
es el lllicium verum o anis estrellado, utilizado ampliamente en diferentes industrias como la
alimenticia y farmacéutica, en este trabajo se comprobd los efectos de su actividad frente a
la germinacion de semillas de interés alimentario. Se compararon dos métodos de extraccion
de principios activos de I. verum, se obtuvo 4.23% de AE mediante hidrodestilacién y 21.2%
de extracto en acetona por maceraciéon. Se determind la composicién de los dos productos
mediante la deteccion de grupos funcionales presentes en los principios activos y analisis
cromatogréfico en capa fina. Se determiné la presencia de un mayor niamero de principios
activos en el extracto, entre ellos el acetato de geranilo (monoterpeno); sin embargo, los dos
productos presentaron los principales metabolitos secundarios que contiende este fruto: a-
terpineno, linalool, eugenol, p- anisaldehido y anetol. La diferencia en composicion influy6 en
las pruebas de germinacion o efecto alelopatico sobre semillas de Lactuca sativa L. (lechuga)
y Raphanus sativus L. (rabano). En este ensayo, se analiz6 los siguientes factores: radicula,
hipocétilo, hojas primarias; ademas longitud de raiz y tallo a los 14 dias. El resultado con
lechuga mostré que es mejor usar AE, tanto en los factores de germinacién como en el
promedio de las longitudes de raiz y tallo a 0.3 mg/mL. Y en el ensayo con rabano el mejor
resultado en el analisis de los factores fue con extracto, pero en las longitudes fue favorable
usando AE a 0.3 mg/mL. A pesar de que estos resultados no igualan al control, si mejora su
aspecto, por lo que su uso no afecta a el desarrollo de las plantas y puede inhibir el
crecimiento de malezas y plagas como mencionan estudios previos.

Palabras clave: Alelopatia, anis estrellado., Lactuca sativa L., Raphanus sativus L, Rs.
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Abstract

In recent years, there has been a growing concern in the world population, related to the need
to obtain food resources on a large scale and reduce the use and abuse of agrochemicals
harmful to health and the planet. The application of EO from medicinal plants is gaining ground
in agriculture due to its varied benefits, an example is lllicium verum or star anise, widely used
in different industries such as food and pharmaceuticals, in this work the effects of its activity
against the germination of seeds of food interest were tested. Two methods of extraction of
active principles of I. verum were compared; 4.23% of EO was obtained by hydrodistillation
and 21.2% of extract in acetone by maceration. The composition of the two products was
determined by detection of functional groups present in the active principles and thin layer
chromatographic analysis. The presence of a greater number of active principles in the extract
was determined, including geranyl acetate (monoterpene); however, the two products
presented the main secondary metabolites contained in this fruit: a-terpinene, linalool,
eugenol, p- anisaldehyde and anethole. The difference in composition influenced germination
tests or allelopathic effect on seeds of Lactuca sativa L. (lettuce) and Raphanus sativus L.
(radish). In this trial, the following factors were analyzed: radicle, hypocotyl, primary leaves,
as well as root and stem length at 14 days. The result with lettuce showed that it is better to
use EO, both in germination factors and in the average root and stem length at 0.3 mg/mL.
And in the trial with radish the best result in the analysis of the factors was with extract, but in
the lengths it was favorable using EO at 0.3 mg/mL. Although these results do not equal the
control, it does improve its appearance, so its use does not affect plant development and can
inhibit the growth of weeds and pests as mentioned in previous studies.

Key words: Allelopathy, star anise, Lactuca sativa L., Raphanus sativus L., Rf.
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Capitulo I: Introduccién

Formulacién Del Problema

En los dltimos afios, se ha visto un notable cambio en el nimero de la poblacion
mundial, el que ha ido en aumento, y segun informacién proporcionada por la Organizacion
de las Naciones Unidas (ONU) se predice que en este mismo afio se alcance los 8.000
millones de habitantes en el planeta, mientras que se estima para el afio 2030 se va a llegar
a los 8.500 millones de personas, y se bordeara los 9.700 millones en 2050. Esta
organizacion también prevé que en las décadas del 2080 al 2100 se puede alcanzar un pico

méaximo con un alrededor de 10.400 millones de personas (ONU, 2022).

En conjunto con el inminente aumento en la poblacién mundial, se incrementa el
problema que desde hace muchos afios se ha dado principalmente en potencias mundiales
gue presentan sobrepoblacion, como en la Inda o en China (ONU, 2022), y en paises en
desarrollo donde hay una creciente demanda de alimentos para abastecer todas las

necesidades que tiene la poblacién en este aspecto.

Se estima gue para este afio (2023) el pais que va a registrar mayor poblacion es la
India, que llegara a sobrepasar a los habitantes de China, este rapido crecimiento preocupa
debido a que es un factor, dificil de controlar, lo que provocaria demandas econémicas,
principalmente en los continentes africano y asiatico. En Latinoamérica y en el Caribe
también se ha constatado un incremento de cuatro veces en su poblacion desde 1950 hasta

2022 (ONU, 2022).

En Ecuador, se han registrado una mayor tasa de natalidad y a su vez la entrada de
inmigrantes en el territorio nacional, que esta préximo a alcanzar los 18 millones de

habitantes, esta alza demogréfica implicaria, como en los territorios mencionados, un
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problema adjunto que es el incremento de la necesidad de produccion de alimentos para

satisfacer las necesidades que presentan.

La poblacion ecuatoriana basa la mayor parte de su dieta en productos agricolas,
como legumbres, verduras, entre otros, por lo que, para futuros afios se debe considerar
una mayor producciéon de alimentos que los que se producen en la actualidad; sin embargo,
al querer incrementar la produccién se debe tener en cuenta que puede ser afectada la
composicion del suelo, el uso de pesticidas e insecticidas persistentes y el uso

indiscriminado de fertilizantes quimicos.

Algunos productos, como lechuga y rdbano, que tienen ciclos cortos de produccion
(Aleman et al., 2018a), son preferidos por los ecuatorianos; sin embargo, en el caso de los
cultivos de lechuga, suele tener una alta dosis de fertilizantes quimicos para llegar a obtener
un rendimiento aceptable para abastecer el mercado (Aleman et al., 2018b), pero no

siempre se considera los costos y la afectacion al medio ambiente (Alemén et al., 2014).

Una alternativa que se puede considerar para la reduccién o eliminacién del uso de
fertilizantes quimicos son propuestas mas ecoldgicas como el efecto alelopatico que
presentan las plantas, y en conjunto con otros factores como la disposicion de nutrientes

(Maldonado & Encalada, 2008), se cumpliria con este objetivo.

Las plantas atraen, resisten e inhiben a otros organismos produciendo sustancias
guimicas especiales, llamadas metabolitos secundarios o principios activos, con los cuales

recompensan su incapacidad de moverse.

La composicién quimica de los metabolitos secundarios que poseen las plantas
presentan multiples beneficios para si mismas como para su alrededor, entre los
destacados son sus respuestas a factores bioticos o abidticos, como las sequias, falta de
nutrientes, altitud del suelo, plagas, herbivoros, entre otros; ya que, pueden tener efectos

antimicrobianos, antifingicos, herbicidas, entre otros, y como comunicacién con el entorno
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con sustancias alelopaticas que influyen en la supervivencia y crecimiento de otros
organismos en su alrededor. Estos principios activos pueden ser diferenciados entre grupos
taxonomicos, por lo que pueden desempefiar diferentes funciones ecoldgicas o presentar

diversas caracteristicas para su uso o aplicacion (Avalos & Pérez, 2009).

Justificacion o Importancia del Problema por Resolver

Ante el posible riesgo de que exista una sobrepoblacion en los proximos afios, los
cambios que se deben dar para alcanzar la produccién de alimentos y abastecer a todos los
habitantes es cada vez mas importante, la alta demanda ha llegado a priorizar la rapidez
con la que se obtienen alimentos de gran interés comercial y la preocupacién por el uso de
fertilizantes quimicos que afecten al medio ambiente, han generado la necesidad de
establecer nuevas estrategias que permitan reducir el uso de estos agroquimicos, pero sin

afectar a la estabilidad que requiere para su crecimiento.

Desde la antigliedad, las plantas medicinales han contribuido en el desarrollo del ser
humano y han cubierto sus necesidades, hasta el dia de hoy su uso se ha extendido por los
principios activos que contienen, y estan presentes en alrededor del 50% de los
medicamentos de consumo actual (Newman & Cragg, 2012); ademas de otras aplicaciones,
ya que los metabolitos secundarios presentan una amplia gama de beneficios que pueden

ser aprovechados por los seres humanos (Soto Vasquez, 2019).

Entre los principios activos mas estudiados y utilizados son los aceites esenciales
(AE), puesto que son una mezcla de hidrocarburos saturados y no saturados, ésteres,
cetonas, alcoholes, fenoles, aldehidos, éteres y terpenos (mono y sesquiterpenos)
(Montoya, 2010), este conjunto de moléculas presenta una alta volatilidad (Ali et al., 2015) y
cumplen un importante rol en el ecosistema; ademas, se les atribuye la capacidad de
prevenir o disminuir sintomas asociados a la salud, y también son utilizados en las

industrias alimenticia, farmacéutica, se pueden utilizar para preparar bioproductos como
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plaguicidas, herbicidas, fungicidas, desinfectantes, entre otros, y pueden ser empleados
como potenciales bioestimulantes sobre plantas de interés comercial debido al efecto

alelopatico que ejercen.

El aceite esencial que se obtiene de lllicium verum (Hook) también conocido como
anis estrellado, es destacado por ser atdxica, a la que se le da diferentes usos, como:
eupeéptico, carminativo, expectorante, diurético, antimicrobiano y antiséptico (Huang et al.,
2010), estas cualidades le han permitido ser utilizado en la industria alimenticia para
condimentar diferentes productos a quienes les confiere estas propiedades y ademas, se ha
convertido en una alternativa en el campo agricola de ser considerado un potencial
fertilizante natural, que influye en el crecimiento de plantas de uso comercial (Maldonado &

Encalada, 2008).

Algunos estudios indican que los efectos que produce el aceite esencial extraido del
anis estrellado (lllicium verum, Hook) se debe a su composicién quimica y a sus
propiedades, convirtiéndose en una influencia alelopéatica con otras plantas (Hierro &
Callaway, 2021), acelerando o retardando el proceso de germinacién de semillas, esta
propiedad se convierte en una alternativa de interés principalmente en mayor produccion de
alimentos de origen vegetal o retardando el crecimiento de malezas (Hierro & Callaway,

2021; Zhu et al., 2021).

Objetivos

Objetivo General Del Proyecto

Comparar dos métodos de extraccion de aceite esencial utilizando Illicium verum

(Hook).
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Objetivos Especificos

e Obtener el aceite esencial de lllicium verum (Hook), mediante hidrodestilacion y
maceracion.

e Determinar el rendimiento de la extraccion del aceite esencial de lllicium verum
(Hook) obtenido por los dos métodos de extraccion.

e Analizar la composicion quimica del aceite esencial de Illicium verum (Hook)
mediante cromatografia de capa fina y reacciones de coloracion.

o Analizar el efecto alelopatico de los aceites esenciales de lllicium verum (Hook)
obtenidos por dos métodos analiticos en la germinacion de semillas de Raphanus

sativus L. (rdbano) y Lactuca sativa L. (lechuga).

Hipotesis

Al comparar los métodos de extraccion de aceite esencial de lllicium verum (Hook)
mediante hidrodestilacion y maceracién se obtiene una diferencia estadisticamente
significativa en su rendimiento y compaosicion quimica que se ve reflejado en el efecto
alelopatico aplicado a la germinacion de semillas de Raphanus sativus L. (rdbano) y Lactuca

sativa L. (lechuga).
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Capitulo Il: Marco Referencial

Plantas Medicinales

Desde que se tiene conciencia de los beneficios que poseen las plantas medicinales,
se les ha dado uso en diferentes ambitos que sean Utiles para el ser humano, y aunque solo
se ha investigado a profundidad alrededor del 10% de estas plantas, aplicando diferentes
métodos modernos como la cromatografia, fotometria, uso de is6topos (Rossellé & Armitt,
2016), entre otros, se ha encontrado en cada una de ellas una amplia gama de compuestos
con las cuales se protegen y se comunican con su entorno, y que a la vez son de ayuda
para el hombre (principios activos), entre estos se pueden mencionar a los taninos,

alcaloides, fenoles, aceites esenciales y otros.

Se dice que fue en Grecia donde se tuvo las primeras recopilaciones botanicas,
referentes a las plantas medicinales, aunque en Egipto y en la Medicina tradicional china ya
se conaocia una gran cantidad de plantas con beneficios (700 y 7000 especies
respectivamente) (Rossellé & Armitt, 2016). En aquellos tiempos ya se usaba el hinojo, lino,
ajo, ricino, arce, belladona para los espasmos viscerales y asma bronquial, cannabis para el

insomnio o bronquitis.

Principios Activos

Son compuestos organicos biosintetizados por diferentes organismos, pero
principalmente por las plantas. Poseen estructuras variables que pueden ser de distribucion
restringida o generalizada, y cumplen la funcién de comunicacion con diferentes organismos
y el medio ambiente. Estos principios activos son aprovechados por los seres humanos,

debido a la amplia actividad biolégica que poseen.
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Las propiedades curativas de las plantas medicinales se deben a la produccién y
acumulacién de sustancias consideradas principios activos, estos son subproductos

obtenidos del metabolismo secundario (Rosselld & Armitt, 2016).

Taninos

Son compuestos quimicos acido-fendlicos con una estructura compleja, que puede
clasificarse entre taninos hidrosolubles y condensados, los hidrosolubles se caracterizan por
tener un nudcleo central de glucosa esterificada con acido galico, por lo que pueden formar
compuestos coloidales, y los condensados o proantocianidinas son oligémeros o polimeros

de flavan-3-ol (Alara et al., 2021).

Los taninos se los pueden encontrar acumulados principalmente en las raices y
corteza de las plantas. Se suelen utilizar estas partes de las plantas para el tratamiento de
anginas, inflamacion de encias, en heridas, hemorroides, inflamacién cutanea y diarreas.
Poseen un sabor amargo y son astringentes, al contacto con el aire pueden descomponerse

con gran rapidez (Rossellé & Armitt, 2016).

Glucosidos

También conocidos como glicésidos, se pueden clasificar en cianégenos,
antraquinonicos, fendlicos, principios amargos (alcibar), sudorificos, saponinicos,
cumarinicos y flavénicos, que cumplen con la funcién de proteger a la planta cuando es

sometida a estrés (Rossell6 & Armitt, 2016).

Los glucdsidos ciandégenos pueden ser altamente téxicos cuando se descomponen
en &cido cianhidrico; los antraquinénicos pueden contribuir con una accion laxante; los
saponinicos tienen la propiedad de producir gran cantidad de espuma, y pueden causar
hemodlisis, pero ayuda en la expectoracion; los cumarinicos son caracteristicos por su olor y

la formacién de cumarinas al descomponerse los glucésidos, esto pueden usarse como



26

anticoagulantes; y los flavonicos o también conocidos como bioflavonoides o flavonoides
son conocidos por sus efectos como antioxidantes para combatir los radicales libres que

provocan enfermedades y el envejecimiento (Alara et al., 2021; Rossell6 & Armitt, 2016).

Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son un conjunto de compuestos organicos donde se pueden
encontrar aldehidos, alcoholes, cetonas, éteres, ésteres, fenoles, terpenoides
(monoterpénicos y sesquiterpénicos) altamente volatiles, fundamentales para la

comunicacion interespecies.

La cantidad de aceite esencial que puede llegar a poseer una planta puede verse
afectado por las condiciones abidticas como: clima, estacion del afio, la edad de la planta 'y

como se procese la muestra desde su recoleccion.

Casi siempre los aceites esenciales cuentan con un aroma fuerte debido a que
posee multiples sustancias volatiles, por lo que se debe tener sumo cuidado durante el
procesamiento de la muestra, el secado debe realizarse evitando la luz ultravioleta y con
ventilacién constante para que el rendimiento no se vea afectado, asi como sus
propiedades antiinflamatorias, expectorante, diurética, antiespasmaédica, antibacteriano y

antivirica (Huang et al., 2010).

Anis Estrellado (lllicium verum)

lllicium verum es el fruto del arbol badian o badiana, una planta originaria de China'y
Vietnam (Sharafan et al., 2022) (Figura 1), utilizada en la medicina tradicional, y en la
actualidad conocida a nivel mundial como medicina natural, en las industrias alimenticia y

farmacéutica (Huang et al., 2010; Sharafan et al., 2022)
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Tanto el fruto como su aceite esencial poseen actividad biol6gica importante como el

efecto antibacteriano, antifungico, antiinflamatorio y antioxidante (Cheng, 2012).

Figura 1l

Ubicacion del origen de lllicium verum y su calendario de cosecha.

Nota. Tomado de Star Anise por Nedspice Group, 2020.

Caracteristicas Botanicas

La familia a la que pertenece el anis estrellado es llliciaceae (Badianaceae)
(Sharafan et al., 2022) (Tabla 1), es un arbusto de hojas perennes, puede llegar a medir
entre 8 y 15 metros de altura, posee una corteza de color blanco o gris claro, hojas verdes
claras, lanceoladas, coriaceas y alternas (6 a 12 cm de largo), sus flores son solitarias,
bisexuales, blanco amarillento o verdoso (1 a 7 cm de didmetro) y sus frutos tienen la
caracteristica forma de estrella, de alli su nombre comercial, posee entre 6 a 10 foliculos en
forma de capsula con una semilla marrén brillante y liso, en su interior (Sharafan et al.,

2022) (Figura 2).

Tabla 1

Taxonomia de Illicium verum



28

Taxonomia

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden  Austrobaileyales
Familia llliciaceae
Género lllicium

Especie I. verum Hook.

Nota. Elaborado a partir de lllicium verum: A review on its botany, traditional use, chemistry
and pharmacology de Wang, G. W., Hu, W. T., Huang, B. K., & Qin, L. P., 2011. Journal of

Ethnopharmacology.

Figura 2

Caracteristicas botanicas de Illicium verum

Androceo: Estambres

Anatomia de una lor, con
sus partes masculinas
(endrocen) y femeninas
(gineceo)

TIllicium verum Hook.

0 anis estrellado

Fruto en forma de
estrella con sus semilios

Nota. Tomado de Anis de Soler, J., 2013.
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Aceite Esencial (AE)

El aceite esencial obtenido del anis estrellado tiene aplicaciones en diferentes
campos industriales, por sus propiedades organolépticas (agradable aroma y dulce sabor) y

efectos curativos.

Por sus propiedades relacionadas con su alto contenido de trans- anetol, es
ampliamente empleado en aplicaciones tdpicas para tratamiento de reumatismos, otalgia y
como antiséptico (Cheng, 2012), y también es empleado en la cosmetologia, por sus
caracteristicas antioxidantes, antiinflamatorias y ayuda con la obesidad (Sharafan et al.,

2022).

Caracteristicas Quimicas

Los compuestos quimicos mas representativos que se encuentran en |. verum son
fenilpropanoides, flavonoides, neolignanos, monoterpenoides y sesquiterpenoides (Sharafan

et al., 2022).

La combinacion de trans- anetol, p- anisaldehido, farnesol y estragol hace que tenga
su aroma dulce caracteristico (W. Zhang et al., 2015). En la fruta de |. verum se han
identificado flavonoides, como kaempferol, quercetina y sus glucosidos, acido shikimico (G.
W. Wang et al., 2011), &cidos grasos como el &cido linoleico, estearico y miristico (Patra

et al., 2020) y el alquilglucésido R -sec-butil- d — glucopiranésido (G. W. Wang et al., 2011).

Sin embargo, los principales componentes que se pueden encontrar en el aceite
esencial de I. verum son trans- anetol, limoneno, linalool y a- pineno (Cheng, 2012; Z. Wang

et al., 2006).

Entre los compuestos que se pueden encontrar en el aceite esencial de lllicium

verum el trans- anetol es el fenilpropanoide que tiene mayor parte de la compaosicién en
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alrededor del 72 al 92%, por lo que depende del método de extraccion que se utilice, como

por ejemplo 70.61% (extraccidén con solvente), 77.31% (extraccion con fluido supercritico) y

74.96% (destilacién con vapor) (Q. Wang et al., 2007). Entre otros compuestos que se

pueden encontrar en el aceite esencial se clasifican en la Tabla 2.

Tabla 2

Composicién quimica del aceite esencial de I. verum.

Metabolito
Compuestos Referencia
secundario
Compuestos
Trans -anetol, cis -anetol, estragol (Luis et al., 2019)
fendlicos
a-pineno, p-cimeno, limoneno, linalool, terpinen-
(Huang et al.,
4-ol, a-terpineol, eugenol, y-terpineol, o-3-
Monoterpenos 2010; Patra et al.,

Sesquiterpenos

Flavonoides

Aldehidos

Otros

careno, canfeno, B-mirceno, trans- ocimeno,
terpinoleno, y-terpineno
a-felandreno, a-muuroleno, B-cariofileno, a-
copaeno, trans -a -bergamoteno, foeniculina, B-
elemeno, cipereno, a-cariofileno, (+)-9-

epiledeno, cubebeno

Trans -chalcona

p -anisaldehido

Anisoéxido, 2-(1-ciclopentenil)-furano,

tiocianoacetato de isobornilo

2020)

(Huang et al.,
2010; Patra et al.,

2020)

(Scopel et al.,
2016)
(Patra et al., 2020;
Scopel et al.,
2016)
(Huang et al.,

2010)
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Nota. Tomado y modificado de lllicium verum (Star Anise) and Trans-Anethole as Valuable
Raw Materials for Medicinal and Cosmetic Applications de Sharafan, M., Jafernik, K., Ekiert,

H., Kubica, P., Kocjan, R., Blicharska, E., & Szopa, A., 2022, Molecules.

Aplicaciones

Algunas de las actividades bioldgicas confirmadas de |. verum es su accién
antibacteriana frente a Acinetobacter baumannii (Luis et al., 2019), Escherichia coli, Bacillus
cereus, Salmonella typhi y Estafilococo aureus (Sabry et al., 2021); antifingica frente a
Alternaria solani, Bipolaris maydis, Botryodiplodia theobromae, Fusarium graminearum,
Fusarium oxysporum F. sp. cucumerinum, Magnaporthe oryzae, Pythium aphanidermatum,
Rhizoctonia cerealis y Rhizoctonia solani (Huang et al., 2010), entre otras, en donde los
autores recalcan que este efecto se debe a la presencia de trans- anetol (Sharafan et al.,

2022).

Deteccion De Principios Activos

Los métodos de extraccidon convencionales no suelen ser idealmente consistentes,
ya que dependen principalmente del investigador; ademas que utiliza un volumen mayor de

solventes para realizar la extraccion (Alara et al., 2021).

Entre los métodos convencionales mas utilizados se describen a la extracciéon sélido-
liquido (SLE) o extraccion soxhlet, extraccién liquido-liquido (LLE) y maceracion (Alara,

Abdurahman, & Ukaegbu, 2018; Alara, Abdurahman, Ukaegbu, et al., 2018).

El método de maceracion consiste en el remojo de la muestra en un solvente
apropiado, por lo que se considera también como una extraccion sélido-liquido (Lefebvre
et al., 2021), para que los componentes de interés sean extraidos, esto se lo realiza en un
sistema cerrado y con agitacion esporadica o constante a temperatura ambiente desde tres

dias a semanas, segun los compuestos que se quiera extraer (Olejar et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3

Esquema de maceracion.

Muestra y Macerado de la
solvente en  muestra en solvente
un frasco por determinado

ambar tiempo

Nota. Elaborado en el programa BioRender.com

El método Soxhlet por su parte, realiza la extraccion de la muestra colocada en
dedales de celulosa que se encuentra en su camara de extraccion, junto con el solvente que
se desfoga en el balon conectado en la parte inferior en una manta de calentamiento

(Azwanida, 2015) (Figura 4).

Figura 4

Esquema del método Soxhlet

Salida de agua

Condensador ———e Entrada de agua

Dedal de papel
Material s6lido siendo extraido

Solvente que pasa
a través de la
pared del dedal

« Vapor de

Solvente
» Solvente
liquido

e
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Nota. Tomado de Obtencidn y caracterizacion del entrecruzante natural genipina a partir del

fruto del caruto (Genipa americana L.) de Rivas, A., & Larez, C., 2014.

Algunos de los solventes mas utilizados para este procedimiento son: metanol,
etanol, agua, cloroformo, n-hexano, propanol, acetato de etilo y acetona (Q.-W. Zhang et al.,
2018). Se puede utilizar diferentes solventes, la seleccidon depende de la polaridad de las
moléculas que se desean extraer, sin que reaccionen con los compuestos organicos que se

van a obtener (Q.-W. Zhang et al., 2018).

Actualmente, existen métodos de extraccion no convencionales mas eficientes que

los métodos convencionales.

Los métodos no convencionales incluyen la extraccion con liquido presurizado
(PLE), extraccién con agua subcritica (SWE), fluido supercritico (SFE), extraccion asistida
por microondas (MAE), extraccion en fase sélida (SPE), extraccion asistida por ultrasonido
(UAE), alta presion hidrostatica (HHPE), extraccion liquido-liquido sobre soporte sélido
(SSLLE), dispersion de matriz en fase solida (MSPD) y cromatografia en contracorriente

(CCCQC) (Alara et al., 2021; Lefebvre et al., 2021).

No obstante, tanto los métodos convencionales como los no convencionales
presentan ventajas y desventajas (Tabla 3) que se deben tomar en cuenta para elegir el

mejor método segun los objetivos que tenga el investigador.

Tabla 3

Ventajas y desventajas de los métodos de extracciéon

Método Ventajas Desventajas

Hidrodestilacién Econémico y facil Altas temperaturas,

(HD) ensamblaje degradacion térmica, elimina
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Método

Ventajas

Desventajas

Destilacion con

vapor (SD)

Hidrodestilacion
asistida por

microondas (MAHD)

Extraccion por
microondas sin

disolventes (SFME)

Soxhlet

Proceso reducido frente a
HD, minimiza la pérdida de
compuestos polares, ahorro

de energia, limita las
modificaciones por oxidacion
Calentamiento mas efectivo,
rapida transferencia de
energia, menor tiempo de
extraccién y consumo de
energiay CO;
Energia y tiempo reducidos,
proteccion de componentes
termolabiles, menos emision
de CO., usa cualquier
solvente organico
No requiere mucha
inversion, alto rendimiento,
mejora la eliminacion del
analito de la matriz, exceso
de calor ayuda a aumentar la

cinética de extraccion

algunos componentes,
proceso lento
Bajo rendimiento, tiempo
prolongado, temperaturas
elevadas, modificacion
guimica de componentes,

pérdida de moléculas volatiles

Menos rendimiento,
biodegradacién de los

componentes del aceite

Debe usarse solo muestras
vegetales secas, no es

adecuado para la industria

Tiempo de 1 a 72 h, analitos
concentrados antes, no es
selectiva, solventes organicos
caros, téxicos y puros, pérdida
por degradacién térmica y

volatilizacion



35

Método Ventajas Desventajas
Largo tiempo de extraccion,
Relativamente simple,
Disolventes alto consumo de disolvente,
produce gran cantidad de
organicos residuos téxicos, poca

Extraccion con fluido

supercritico (SFE)

Hidrodestilacién

generada por

microondas (MGH) y

Hidrodifucién por
microondas y

gravedad (MHG)

aceite esencial

Presion y temperatura bajas,
alto rendimiento y pureza,
tiempo de extraccion corto,
no téxico ni inflamable,
recupera mas compuestos

que HD

Reduccién del tiempo de
extraccion, menos consumo
energeético, no usa
disolvente, mejor produccién

de aroma natural

reproducibilidad

Técnica costosa, equipo de
uso dificil, tasa de extraccién

relativamente lenta

Potencia baja no se recupera
todo el aceite, potencia alta
qguema la muestra o causar

pirélisis

Nota. Tomado de Basil Essential Oil: Methods of Extraction, Chemical Composition,

Biological de da Silva, W. M. F., Kringel, D. H., de Souza, E. J. D., da Rosa Zavareze, E., &

Dias, A. R. G., 2022.

Métodos Y Aislamiento

Cromatografia

Uno de los principales métodos para el aislamiento de principios activos de muestras
incluye métodos cromatograficos (Sanchez et al., 2020), debido a que es una herramienta

adecuada para la caracterizacion de muestras (Silva Sofras & Desimone, 2022).
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Los métodos cromatograficos mas utilizados para el aislamiento son la
cromatografia de capa fina de alto rendimiento (HPLC), cromatografia liquida de ultra
rendimiento-espectrometria de masas (UPLC-MS), cromatografia de gases-espectrometria

de masas (GC-MS) y cromatografia en capa fina (TLC) (Khan et al., 2021).
Cromatografia en Capa Fina (TLC)

El principio en el que se basa este método es en el arrastre, por una fase movil, de
una sustancia disuelta aplicada en una fase estacionaria, de esta forma se pueden separar

las sustancias de afinidad parecida por ambas fases (Bauer et al., 1992a) (Figura 5).

Figura 5

Esquema de la cromatografia en capa fina.

Ambiente saturado
de solvente

_—

Placa TLC

_ Frente del
250 § % bso— [T~ < solvente |-~~~
53 e L R=c/x
200 2 & 200 ~_| f
2 »
B8 \ Componentes C
150 So 150 ® «——|dela mezcla - X RF&bix
8% inicial ya b
£z separados
[=}
100 ¥ 100 - a7 - ”
Punto de
aplicacion 50 @ - ﬂ— 50 _____ _ Ll
de muestra L )
— J
Solvente/s (o
(a) mezcla de) (b) ©) (d)

Nota. a) Aplicacién de la muestra, b) Arrastre de la fase movil por capilaridad, c) Separacion
de sustancias de la muestra y d) Determinacion del factor de retencién (Ry). Tomado de La
Cromatografia En Capa Fina: Una Alternativa Vigente En La Industria Farmacéutica de

Vallejo, Y., Barrios, L., & Anaya, J., 2021.

Existen pardmetros que describen la eficacia que tiene la separacion de las

sustancias, pueden ser expresados como factor de retardo (Ry), que aporta valores menores
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o igual a 1 (Figura 6a), ademas se determina con la formula 1, y se puede utilizar sustancias

idénticas como patrén (Bauer et al., 1992b) (Figura 6b).

Formula 1

Expresion para determinar Ry,

Distancia entre el punto de partida y la mancha de la sustancia

I'™ " Distancia entre el punto de partida y el frente del eluyente

Figura 6

Esquema para la obtencién de a) Rry b) Rs:.

A Parametro R, B Parametro R,

Frente del ~ F---==—aca—] - e
eluyente

Patron @ ——

Sustancia @ ’—l a

Sustancia @ a
b ‘I
b

Punto de Punto de
partida x partida X

b _ Recorrido: Sustancia R=2 Recorrido: Sustancia
a  Recorrido: Estandar """a  Recorrido: Eluyente

R.=

Nota. Tomado de Cromatgrafia de Capa Fina -Una Introduccion- de Bauer, K., Gros, L., &

Sauer, W., 1992c. Mitterweger Werksatz

Los componentes de la cromatografia de capa fina son la fase estacionaria y la fase
movil. La composicion de la fase estacionaria se clasifica en fases polares (hidrofilica) o
normales y en fases apolares (hidrofobicas) o reversas. La fase movil o eluyente (Tabla 4)
depende de la fase estacionaria que se use, y de la muestra a analizar, si es polar se

combina con sustancias no polares y viceversa (Bauer et al., 1992d).
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Las fases estacionarias mas utilizadas son gel de silice, gel de silice modificado,
oxido de aluminio y celulosa, estos varian en su porosidad y composicion, es decir, segun

su didmetro y estreches, mejor sera su eficiencia para la separacion (Bauer et al., 1992d).

Tabla 4

Serie eluotrdpica segun para fase mavil

indice de Constante Masa Punto de Presion de
Serie
polaridad dieléctrica molar ebullicion vapor [mbar]
eluotrépica
segun Snyder* CD (20-25°C) [g/mol] [°C] (20 °C)
n-hexano 0.0 1.9 86.18 68.9 160
Cloroformo 4.4 4.8 119.38 61.7 210
2-propanol 4.3 18.3 60.10 82.4 43
Acetato de etilo 4.3 6.0 88.10 77.1 97
Acetona 54 20.7 58.08 56.2 233
Etanol 5.2 24.3 46.07 78.5 59
Metanol 6.6 32.6 32.04 65.0 128
Agua 9.0 80.2 18.01 100.0 23

Nota. Serie eluotrépica: Lista de compuestos ordenados de forma ascendente seglin su
poder de elucion para una fase estacionaria determinada (Kripkit, 2023). *(Bauer et al.,
1992c; Snyder, 1974). Tabla tomada y modificada de Cromatgrafia de Capa Fina -Una

Introduccién- de Bauer, K., Gros, L., & Sauer, W., 1992c. Mitterweger Werksatz.

Reacciones de coloracion

La metodologia que se aplica en las reacciones de coloracién son las reacciones
redox que se producen entre los reactivos que se utilizan y los metabolitos secundarios que

tiene la muestra (Symma & Hensel, 2022).
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Estas pruebas aportan informacion cualitativa de la muestra vegetal; ademas que su
ventaja es principalmente que los resultados obtenidos son inmediatos; sin embargo, una
desventaja es que, si bien exhibe los grupos funcionales que contiene la muestra, no es

especifica para identificar compuestos.

Algunas de las pruebas de coloracion que se pueden realizar para estas

identificaciones son:

Identificacion de Alcoholes (reactivo de LUCAS)

La identificacion de alcoholes se da por la sustitucion del hidroxilo (OH-) por el

halégeno (Cl) (Mahmood, 2015) (Figura 7).

Figura 7

llustracion de la reaccion quimica para identificacion de alcoholes

CHy CHs
ZnCl,
H,O
oy T HCI o 1 Ha
H,C~ CHs HyC™ CHg
Alcohol Halogenuro de alquilo
(soluble en agua) (formacion de dos fases)

Nota. Esquema elaborado en el programa ChemSketch.

Identificacion de Aldehidos y cetonas (reactivo de BRADY)

El oxigeno correspondiente de aldehidos y cetonas reaccionan con el reactivo 2,4-

dinitrofenilhidrazina (BYJU’S, 2020) (Figura 8).

Figura 8

llustracion de la reaccion quimica para identificacion de aldehidos y cetonas
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H,C CHs
’ N O2N
H ,50,
NO
+ /NH 2 Alcohol
Ng  HoN N—NH

Cetona 2,4 dinitrofenilhidrazina 2 4 dinitrofenilhidrazona

Nota. Esquema elaborado en el programa ChemSketch
Identificacion de Aldehidos (reactivo de TOLLENS)

Consiste en oxidar los aldehidos con el reactivo de tollens (Naranjo, 2019) (Figura

9).

Figura 9

llustracion de la reaccion quimica para identificacion de aldehidos

O H O OH
N A\
AgNO,, NH,
> + Agl
O—CH O—CH,4
Aldehido ’ Acido carboxmco Plata elemental

(espejo de plata)

Nota. Esquema elaborado en el programa ChemSketch.

Identificacion de Fenoles

Se identifican los fenoles con una solucién de cloruro férrico, donde el hierro del

reactivo forma complejos de coordinacién con los fenoles (Naranjo, 2019) (Figura 10).

Figura 10

llustracion de la reaccion quimica para identificacion de fenoles
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ro. Q0

3 + cl—Fe—cl —= ! + 3HCI

Fenol Cloruro férrico
(amarillo)

Complejo de fenolato férrico
(Violeta)

Nota. Esquema elaborado en el programa ChemSketch.
Identificacion de Insaturaciones

La prueba de Baeyer se usa para la identificacién de enlaces C-C insaturados
(alguenos o alquinos), al poner en contacto una solucién de permanganato de potasio
(KMnQa), las insaturaciones forman glicoles y el resultado es el cambio de coloracion

(LabsterTheory, 2021) (Figura 11).

Figura 11

llustracion de la reaccion quimica para identificacion de insaturaciones

CH, HO_CHg
HO
+ 1KMnO, 4+ 2H,0 —» + Mnozl
HO
%
H,C”  CHg "o CH

. 8 Dioxido de manganeso

Compuesto insaturado Glicol (café)

Nota. Esquema elaborado en el programa ChemSketch.

Identificacién de Hidrocarburos aromaticos

La identificacion se realiza con la adicion de formaldehido y una solucién de acido

sulfarico (Naranjo, 2019) (Figura 12).
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Figura 12

llustracion de la reaccion quimica para identificacién de hidrocarburos aromaticos

CH3 CHj
SO3H
+ H,S0, + CH,0 —>
N\ N\
H,C CH, HsC CH,
Hidrocarburo aromatico Sal sulfonatada

Nota. Esquema elaborado en el programa ChemSketch.

Los resultados que se obtienen de las pruebas de coloracién se presentan en la

tabla 5.

Tabla b

Guia de resultados para pruebas de coloracion

Grupo Resultado
Prueba
funcional Positivo Negativo
A. primario: solucion transparente. A.
secundarios: produce turbidez (3-5
Lucas Alcoholes minutos). A. terciario: turbidez Sin cambio
inmediata. Haluro de alquilo: separa en
fases
Precipitados: Rojos: presencia de
Aldehidos y carbonilos aroméaticos. Anaranjados:
Brady Sin cambio
cetonas carbonilos a-f insaturados. Amarillos:

carbonilos saturados

Tollens Aldehidos Precipitado negro y espejo de plata Sin cambio



43

Grupo Resultado
Prueba
funcional Positivo Negativo
Fenoles Fenol Coloracién violeta Sin cambio
Insaturaciones  Doble enlace Precipitado café Sin cambio
Rosa, anaranjado o rojo: Derivados del
Hidrocarburos Anillo
benceno. Azul-verdoso o verde: Sin cambio
aromaticos aromatico

Derivados del naftaleno

Nota. Elaborado a partir de Identification Methods Of Unknown de Mahmood, N., 2015, y

Identificacién De Los Componentes De Aceites Esenciales E Hidrodestilado De Especies

Vegetales Por Cromatografia En Capa Fina de Naranjo, B., 2019. [Guia Para Las Préacticas

De Laboratorio, Taller O Campo]. Universidad de las Fuerzas Armadas- ESPE.

Alelopatia

La alelopatia es el mecanismo de comunicacion o interaccion quimica, directa o

indirecta, provocando un efecto beneficioso o adverso entre plantas 0 con microorganismos

(Aniya et al., 2022).

La liberacion de los compuestos alelopaticos de una planta puede darse a través de

la lixiviacién en hojas, exudados de raices y por volatilizacién (Inderjit et al., 2011; Yuan

et al., 2021) (Figura 13).

Figura 13

Vias alelopéticas de las plantas
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Volatilization
e

3% éﬁ*' Absorption
o

Aerial parts of plants Receiver

Rain. Dew, Fog

E B 4 A
Leaching ||||,||||lI
Plants dead shoots

=ot %iigki} Q{;R\\\ Leaching
&
o Pl:anf: g&ﬁ; oot
5 e i % % and rhizomes
1r2Root exudation
Dcecomposition Absorption

Nota. Vias: exudacion, descomposicion, absorcion, lixiviacion. Tomado de Research
Advances in Allelopathy of Volatile Organic Compounds (VOCSs) of Plants Xie, Y., Tian, L.,

Han, X., & Yang, Y., 2021. Horticulturae.

Multiples estudios revelan los beneficios que tiene la alelopatia de las plantas en los
sistemas agricolas, un ejemplo, es el control de malezas e inhibicién de plagas (A. Singh
et al., 2017; Xie et al., 2021); ademas mejora la nutricién del suelo, reconocimiento de

parentesco, interacciones microbianas, y puede ayudar en el crecimiento de las plantas.

Los aleloquimicos estan disponibles en cualquier 6rgano de la planta (hojas, tallos,
flores, semillas, frutos y/o raices), para ser liberados por las diferentes vias antes

mencionados (Xie et al., 2021).

Ultimamente, se ha determinado que el efecto alelopatico no solo ayuda con la
inhibicion de otras plantas, sino que también tienen efectos sobre se germinacion y

crecimiento (Xie et al., 2021).

Germinacién

Los procesos fisiolégicos, bioquimicos y morfolégicos por los que atraviesa una

semilla para germinar son fundamentales para el crecimiento y supervivencia de la especie
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vegetal, por lo que se vuelve un factor directo que puede afectar el rendimiento y calidad

(productividad) que tiene la planta (Ali & Elozeiri, 2017).

Este proceso comienza cuando la semilla absorbe agua para el desarrollo del
embrionario y esta sale de su estado de latencia, algunas formas para acelerar este proceso
son mediante el control de la salinidad, humedad y temperatura donde se encuentran las
semillas, con la aplicacién de fitohormonas como el &cido abscisico y/o giberélico, asi
también con la estratificacion y escarificacion o la aplicacién de fertilizantes o pesticidas

(Rifna et al., 2019).

Algunos factores que se pueden tomar en cuenta a la hora de controlar el proceso
de germinacion es cuando la radicula emerge (raiz principal), la expansion del hipocotilo y la

presencia de las hojas primarias.
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Capitulo lll: Metodologia

Obtencion De Muestra De lllicium verum (Hook)

Las muestras obtenidas de lllicium verum, fueron adquiridas en la ciudad de
Sangolqui- Ecuador; bajo el nombre de anis estrellado, donde se obtuvo el fruto seco con

semillas en el interior de sus hendiduras.

Obtencién De Material Vegetal

Tanto las semillas de Raphanus sativus L. (rAbano) y Lactuca sativa L. (lechuga) se
obtuvieron de la tienda agricola de la empresa Agripac en la ciudad de Sangolqui, las dos

semillas son certificadas, esto afirma la calidad y pureza de las variedades utilizadas.

Método de hidrodestilado

Los frutos y semillas se procesaron hasta obtener pedazos pequefios, se lo

conservo en condiciones ambientales hasta su uso.

Se agreg6 50 g de muestra en un baldn de destilacion del equipo Clevenger, con
agua destilada hasta cubrir la muestra, se calenté a 100 °C por 1 h, en los primeros 15
minutos, inicid la destilacién, obteniendo un destilado de aspecto blanquecino, que se
recolectd en la trampa Clevenger y se esperd hasta agotar la destilacion de la totalidad de
componentes volatiles de la mezcla, se midié el volumen de aceite esencial obtenido en mL,
se recupero el aceite en un frasco ambar con tapa rosca y en ausencia de luz ultravioleta.

Se realizaron 5 repeticiones siguiendo el mismo procedimiento.

Se utilizé la férmula 2 para obtener el rendimiento del aceite esencial obtenido.

Formula 2

Ecuacion para determinacién del porcentaje de rendimiento
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L Vol.de A.E final (mlL)
% Rendimiento = * 100%
Peso de muestra usada (g)

Método De Maceracion

Los frutos y semillas se trituraron hasta obtener pedazos pequefios, sin llegar a que

se haga polvo, se almacend a temperatura ambiente hasta su uso.

Se pesaron 10 g de muestra y se introdujo en frascos ambar, con acetona como
solvente, hasta que cubra la muestra, se cerrd y sellé con Parafilm y se dejé en maceracion
por 11 dias. Después de este tiempo, se realiz6 la extraccion en el equipo Soxhlet,
colocando la muestra en un cartucho en la cAmara de extraccién por una hora a 25 °C,
finalmente se concentrd el extracto en un rotavapor marca Buchi R-210/215 y se los
recolectd y guardé en frascos ambar de 5 mL. Se repitié esta operacién cinco veces, se

almaceno el extracto bajo refrigeracion.

Se us6 la formula 2 para obtener el rendimiento del extracto.

Cromatografia

Se utiliz6 como fase estacionaria silica gel tipo G con indicador fluorescente.

Se trazé sobre la placa de silica gel una linea horizontal a 1.5 cm de la parte inferior
y se dividioé en 12 partes, con un tubo capilar se colocaron 5 gotas de aceite esencial, y de

la misma forma se procedi6 con el extracto.

La fase movil constituida de una mezcla de tolueno y acetato de etilo [93:7], se
coloc6 en la camara de cromatografia y dejo saturar por 15 min antes de introducir la fase

estacionaria con la muestra aplicada cada 2 cm.
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Se esperd la migracion de la fase movil hasta que el solvente alcance 3 cm antes de
la parte superior, se retird y se dejo secar bajo camara de extraccién de gases, se observo
con luz UV, y se revel6 con el reactivo cromogénico, anisaldehido sulfarico, se dejo secar y

se calent6 en una plancha de calentamiento a 70 °C.

Pruebas de coloracion

Para estas pruebas se usaron de dos a tres gotas de aceite esencial en cada tubo

de ensayo y de la misma forma con la solucién madre de extracto.

En cada tubo se adicionaron tres a cuatro gotas de los siguientes reactivos; Lucas
para alcoholes, Brady para aldehidos y cetonas, Cloruro férrico para fenoles, formaldehido-
acido sulfarico para hidrocarburos aromaticos, Permanganato de potasio para dobles
enlaces o insaturaciones y Tollens para aldehidos. Los resultados se toman al instante y se

siguen las referencias de la tabla 5.

Pruebas Alelopéticas

Con las dos muestras aceite esencial y extracto se realizaron soluciones madre de 1
mg/mL, y se us6 Tween 20 y DMSO en una proporcion de 1:0.002:0.002 para el extracto y
1:0.004:0.004 para la solubilizacion del aceite esencial y extracto en agua destilada, se

realizaron diluciones de 0.3, 0.5 y 0.7 mg/mL para los dos ensayos.

El material usado para el ensayo de alelopatia fue autoclavado previo al ensayo.

Las semillas utilizadas de Raphanus sativus L. (rAbano) y Lactuca sativa L. (lechuga)
fueron desinfectadas con etanol al 70% durante un minuto; posteriormente se realizaron tres

enjuagues con agua destilada durante un minuto.

En camara de flujo laminar se dispensé 6 mL de las tres diluciones en cada caja

Petri y se coloc6 10 semillas de rabano, se repitié esta operacion para tener 3 cajas por
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dilucion y una del control respectivamente; asi mismo, para las semillas de lechuga, de esta
forma se tiene 12 cajas Petri para las tres diluciones del aceite esencial y 12 para el
extracto, se cerraron con Parafilm y se etiqueto (Figura 14), utilizando los siguientes codigos

de la Tabla 6.

Las cajas Petri se dejaron en bandejas a temperatura ambiente cubiertas con papel
aluminio y se anot6 los cambios desde el dia 3 hasta el 14, como la presencia de radicula,
hipocétilo, hojas primarias, longitud de la raiz y tallo de todas las semillas de lechuga y

rabano (Figura 15).

Tabla 6

Detalle del etiquetado de cajas Petri

Concentracion Muestra Vegetal
Tratamiento
[mg/mL] Lechuga Rabano
LAE1.1 RAE1.1
0.3 LAE1.2 RAE1.2
LAE1.3 RAE1.3
LAE2.1 RAE2.1
Aceite esencial 0.5 LAE2.2 RAE2.2
LAE2.3 RAE2.3
LAE3.1 RAE3.1
0.7 LAE3.2 RAE3.2
LAE3.3 RAE3.3
Control CLAE CRAE
LE1.1 RE1.1
0.3 LE1.2 RE1.2
Extracto
LE1.3 RE1.3

0.5 LE2.1 RE2.1
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Concentracion
Tratamiento
[mg/mL]

0.7

Control

Muestra Vegetal

Lechuga Rabano

LE2.2 RE2.2
LE2.3 RE2.3
LE3.1 RE3.1
LE3.2 RE3.2
LE3.3 RE3.3

CLE CRE

Figura 14

llustracion de pruebas alelopaticas

a) — )
A /’:\ 2 (a0 6nleceds §mL s cade
R i SIS e o' 4 cajapetn 1 oaapaxil
(0.3 mg/mt] 0.3 mpfml]
@
L emLacata 6mLacada
/oiiepetr | e pei
Sol. Madre Sol Mad 0.5 mg/mt]
e ssmrci| Tursmn At e ncis) Tween
2ROMS0 L EnlLeceds :DMS0 mLs cade
[V mg/mL] Ao se’s A Neoe® ) Neoe’s ©3fa petr {1 ma/mL] | caapazi
o808 —— —- {1:0.8:0.8)
07 ma/mLl (0.7 mo/mL]
5 //—_N <) bmL e /Tf:: | bl
Contal
AguaTmesn 200MS AguaTween 20.DMS
{1:0.80.8) nos
b) - /4_-%\« o bmlaceds d) 6mLaoads
Ry, R O, R O caja geni J  edpmi
(0.2 mg/mY
2
o erlaced GmLa cade
cijapetn | aapal
Sal Made 10.5 mg/mL] Sol Mo
ExyzctoTwean —'K Extracto:Twenn
Z0.0M30 m TN ZESS TSN 203M80 6mLaonds
lmg/ml.g . o e0'e A N ot Neioe®, caja peni E‘ ma/mi cxa pmii
10.4:0.4 & > = > oS 1040 4,
0.7 maymy)
I o | [FIzrem
Conral
AguaTwosn 20015 0OMS
(10404 40

Nota. llustracion creada en el programa BioRender.com. a) Aplicacion de diluciones de

aceite esencial en semillas de rabano (RAE), b) Aplicacion de diluciones de extracto en

semillas de rabano (RE), c) Aplicacion de diluciones de aceite esencial en semillas de

lechuga (LAE) y d) Aplicacién de diluciones de extracto en semillas de lechuga (LE).
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Figura 15

Factores para determinar una buena germinacién

Cotileddn

Semilla Hojas
Radicula P..im‘:.iag

(unifoliadas)

Nota. para determinar una buena germinacion se deben controlar factores como la
presencia de radicula, hipocétilo y hojas primarias. Tomado Etapas de la germinacién de

una semilla de Solis, 1., 2015, Imagui.

Disefio Experimental

Se realiz6 la prueba de rangos mdltiples de Duncan como disefio experimental para
los resultados obtenidos del efecto alelopéatico en ensayos con semillas de lechuga como de
rabano, con el fin de determinar si existe una diferencia significativa en la germinacion de
estas, las variables para analizar son la presencia de radicula, hipocétilo, hojas primarias,

longitud de la raiz y tallo en el periodo de tiempo establecido anteriormente.

Para esta prueba se considerd un nivel de significancia de a = 0.10 para minimizar la
tasa de error, y de esta forma la minima diferencia entre las medias va a ser consideradas
como significativas (Casas & Veitia, 2008). Este andlisis fue realizado mediante el programa

estadistico InfoStat.
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Al aplicar el proceso de hidrodestilacion se obtuvo como producto el aceite esencial,

gue presento las siguientes caracteristicas:

e Color: levemente amarillo-blanquecino.
e Olor: fuerte y caracteristico del anis.

o Densidad: Menos denso que el agua.

e Alta volatilidad.

e Ligeramente viscoso.

Tabla 7

Volumen de aceite esencial obtenido mediante el método de hidrodestilado.

Volumen de A.E. Obtenido (mL)

Tiempo (min) M1 M2 M3 M4 M5
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.6 0.6 0.4 0.2 0.2
4 0.8 0.8 0.6 0.4 0.4
6 1.0 0.8 0.6 0.6 0.6
8 1.0 1.0 0.8 0.6 0.8
10 1.2 1.2 1.0 0.8 0.8
12 1.2 1.2 1.0 0.8 1.0
14 1.2 1.2 1.2 0.8 1.0
16 14 1.2 1.2 0.8 1.0
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Volumen de A.E. Obtenido (mL)

Tiempo (min) M1 M2 M3 M4 M5
18 14 1.2 1.2 1.0 1.2
20 14 1.2 1.2 1.0 1.2
22 14 1.4 1.2 1.2 1.2
24 14 1.6 1.2 1.2 1.2
26 14 1.6 14 1.2 14
28 14 1.6 14 1.2 14
30 1.6 1.6 14 14 14
32 1.6 1.8 14 14 14
34 1.6 1.8 14 14 1.6
36 1.6 1.8 1.6 1.6 1.6
38 1.6 2.0 1.6 1.6 1.6
40 1.8 2.0 1.6 1.6 1.6
42 1.8 2.0 1.8 1.6 1.6
44 2.0 2.0 2.0 1.8 1.6
46 2.0 2.0 2.0 1.8 1.8
48 2.0 2.0 2.0 1.8 1.8
50 2.0 2.0 2.0 1.8 1.8
52 2.0 2.0 2.0 1.8 1.8
54 2.0 2.2 2.0 2.0 1.8
56 2.0 2.2 2.0 2.0 1.8
58 2.0 2.4 2.2 2.0 2.0




54

Volumen de A.E. Obtenido (mL)

Tiempo (min) M1 M2 M3 M4 M5

60 2.2 2.4 2.2 2.0 2.0

Nota. Volumen obtenido cada 2 min durante 1 h.

El tiempo necesario para agotar el aceite en la muestra analizada se indica en la figura 16.

Figura 16

Curva de eficiencia de obtencion de A.E.

Curva de eficiencia
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Nota. El gréfico estima el tiempo requerido para obtener la mayor cantidad de aceite

esencial, en 60 min se puede alcanzar el pico maximo.

El rendimiento obtenido se indica en la tabla 8.

Tabla 8

Rendimiento del aceite esencial

Repeticion Volumen Final de AE Obtenido [mL] Rendimiento

M1 2,2 4,4%

M2 2,4 4,8%
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Repeticion Volumen Final de AE Obtenido [mL] Rendimiento
M3 2,2 4,4%
M4 2,0 4,0%
M5 2,0 4,0%
Promedio 2,2 4,32%

Nota. El Porcentaje de Rendimiento fue obtenido aplicando la férmula 2.

Obtencién Del Extracto De lllicium verum (Maceracion)

Cuando se aplica la maceracién como proceso de extraccion se obtuvo como

producto un extracto, que presento las siguientes caracteristicas:

Color: café.

Olor: fuerte y caracteristico del anis.
Densidad: Menos denso que el agua.
Alta volatilidad.

Altamente viscoso.

El rendimiento obtenido se indica en la tabla 9.

Tabla 9

Peso de extracto obtenido por el método de maceracién

N.° Balon Peso Inicial Peso Final Peso Extracto Rendimiento
1 185,5 187,5 2,0 20%
2 179,9 181,6 1,7 17%
3 191,8 194,0 2,2 22%
4 1919 1941 2,2 22%
5 184,4 186,9 2,5 25%
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N.° Baldn Peso Inicial Peso Final Peso Extracto

Rendimiento

Promedio 2,1

21,2%

Nota. El porcentaje de rendimiento fue obtenido aplicando la férmula 2.

Cromatografia De Capa Fina

El resultado cromatogréafico se indica en la figura 17.

Figura 17

Fotografias del andlisis cromatogréafico

Nota. Fotografia con aumento de nitidez al 100%, brillo 5% y contraste 60%.

Determinaciéon Del Factor De Retardo Ry

Se utiliz6 la férmula 1 para obtener los resultados del Ry y se indican en la tabla 10.
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Tabla 10
Rt experimentales y tedricos obtenidos de la cromatografia en capa fina de aceite esencial y

extracto

Distancia recorrida (cm)

Ry
Principios activos
Rf tedrico Componente
Solvente Aceite Aceite
Extracto Extracto
esencial esencial
14.0 - 2.3 - 0.16 0.15-0.25 Alcoholes terpénicos
3.5 3.5 0.25 0.25 0.25 a-terpineno
5.7 5.7 0.40 0.40 0.40 Linalool
6.6 6.6 0.47 0.47 0.47 Eugenol
7.2 7.2 0.51 0.51 0.50 p-anisaldehido
- 8.8 - 0.63 0.64 Geranil acetato
11.7 - 0.83 - 0.84 Limoneno
134 134 0.94 0.94 0.94 Anetol

Nota. Comparacion de Rf obtenidos experimentalmente con el tedrico (Aplicando similares
condiciones de fase mévil y estacionaria) tomado de Evaluacién del efecto alelopatico y
actividad plaguicida producido por el aceite esencial de anis estrellado (lllicium verum Hook.
F) de Andrango, E., & Changoluisa, A., 2021 y Plant Drug Analysis. A Thin Layer

Chromatography Atlas de Wagner, H., & Bladt, S, 2019, (Second Edition).

Pruebas De Coloracién

Los resultados obtenidos de las pruebas de coloracién se presentan en la tabla 11.

Tabla 11

Reacciones de coloracion para identificacion de grupos funcionales
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Aceite esencial Extracto

Prueba Resultado Observacion Resultado Observacion
Alcoholes
++ Dos fases + Dos fases
(Lucas)
Aldehidos y
!
cetonas +++ W Precipitado ++ Precipitado
(Brady)
Color
Color
Fenoles - - amarillo-
amarillo
verde
Hidrocarburos ] Color
++ . + Color rojo
aromaticos i anaranjado
Insaturaciones +++ Color café +++ . Color café
Aldehidos Espejo de Espejo de
+ +++
(Tollens) plata plata

Nota. Para indicar el resultado de las pruebas, se utilizé la escala del sistema positivo: -

(reaccién negativa), + (principio de una reaccion positiva), ++ (reaccion positiva con al

menos una caracteristica), +++ (reaccidon muy positiva con todas las caracteristicas).
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Efecto Alelopatico del Aceite Esencial y Extracto De |. verum

Mediante el analisis estadistico se obtiene el valor-p del método, el cual nos da la
probabilidad de que los tratamientos sean diferentes, si este valor es mayor al alfa
establecido (0.10) significa que, se acepta la hipoétesis nula; es decir, que, si existe una
diferencia en el modelo, y si es menor, se rechaza la hipétesis nula; es decir, que no existe

una diferencia.

Con el método Duncan se aprecia la variable con mayor diferencia significativa, en el
programa estadistico InfoStat se refleja en la ubicacion con letras en orden alfabético, la
variable que cuente con mayor rango de letra y este sola, indica que su media es mayor que

todas las anteriores.

El efecto alelopatico fue determinado analizando estadisticamente los siguientes

factores:

Presencia De Radicula

Los datos obtenidos se presentan en la tabla 12.

Tabla 12

Presencia de radicula en semillas de Lechuga y Rabano

Radicula
Caja
LAE LE RAE RE
C 9 8 9 9
1.1 10 7 10 9
1.2 10 9 9 10
1.3 10 10 10 10

2.1 9 3 9 10
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Radicula

Caja

LAE LE RAE RE
2.2 10 7 9 10
2.3 9 9 10 10
3.1 9 8 10 10
3.2 10 8 10 8
3.3 8 5 9 9

Nota. Se registro el numero de semillas que tuvieron presencia de radicula en cada una de

las cajas Petri a los 3 dias.
Andlisis Estadistico del Tratamiento de Aceite Esencial y Extracto en Lechuga

A partir del analisis de varianza se obtuvo un valor-p de 0.1079 mayor a a= 0.10, lo
que quiere decir que no hay una diferencia estadistica; sin embargo, el método de Duncan
confirmé que los mejores tratamientos pertenecen a las aplicaciones donde se usé aceite

esencial (Apéndice 1) (Figura 18).

Figura 18

Comparacion entre los tratamientos con la presencia de radicula en semillas de lechuga

Radicula- Lechuga

m Aceite esencial ®Extracto

0.0 0.3 0.5 0.7

CONCENTRACION [mg/mL]

12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

# SEMILLAS
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Nota. Gréfico de barras de comparacion de tratamientos (aceite esencial y extracto) con

presencia de radicula en semillas de lechuga.
Andlisis Estadistico del Tratamiento de Aceite Esencial y Extracto en Rabano

El valor-p obtenido para el modelo fue de 0.3724 mayor al a de 0.10, indica que no
hay una diferencia estadistica. Con el método de Duncan se corrobord que ningun
tratamiento en sus distintas concentraciones son significativamente diferentes (Apéndice 2)

(Figura 19).

Figura 19
Comparacion entre los tipos de tratamientos con la presencia de radicula en semillas de

rabano

Radicula - Rabano

m Aceite esencial m Extracto

0.0 0.3 0.5 0.7

CONCENTRACION [mg/mL]

# SEMILLAS
©
N

Nota. Grafico de barras de comparacién de tratamientos (aceite esencial y extracto) con

presencia de radicula en semillas de rédbano.

Presencia de Hipocdtilo en Semillas Germinadas

Los datos obtenidos se presentan en la tabla 13.



Tabla 13

Presencia de hipocdétilo en semillas de Lechuga y Rabano
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Hipocétilo

Caja
LAE LE RAE RE
C 0 0 9 10
1.1 4 0 10 10
1.2 1 2 9 9
1.3 4 1 9 8
2.1 3 0 9 10
2.2 4 2 9 10
2.3 2 4 10 9
3.1 4 1 9 9
3.2 3 2 9 8
3.3 3 0 7 9

Nota. Se registré el nimero de semillas que tuvieron presencia de tallo en cada una de las

cajas Petri a los 4 dias.

Analisis Estadistico de la Presencia de Hipocétilo en Semillas de Lechuga

En el andlisis de varianza se obtuvo un valor-p de 0.1235 que es mayor al a de 0.10

este resultado indica que no existe una diferencia estadistica entre los tratamientos; sin
embargo, el método de Duncan detectd que el mejor tratamiento es con la aplicacion de

aceite esencial en todas sus concentraciones (Apéndice 3) (Figura 20).

Figura 20

Comparacion entre los tratamientos con la presencia de hipocétilo en semillas de lechuga
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Hipocatilo - Lechuga

m Aceite esencial mExtracto

4,0
230
—
—
s 20
&

1,0
* 0,0 0,0

0,0

0.0 0.3 0.5

CONCENTRACION [mg/mL]
Nota. Gréfico de barras de comparacion de tratamientos (aceite esencial y extracto) con
presencia de hipocétilo en semillas de lechuga.
Andlisis Estadistico de la Presencia de Hipocotilo en Semillas de Rabano

El valor-p obtenido del modelo fue de 0.4513 mayor al a de 0.10, esto que quiere
decir que no existe una diferencia estadisticamente significativa; no obstante, el método de
Duncan determiné que, si existe diferencias y el mejor tratamiento es con la aplicacién de

extracto (Apéndice 4) (Figura 21).

Figura 21

Comparacion entre los tratamientos con la presencia de hipocétilo en semillas de rdbano

Hipocatilo - Rabano

m Aceite esencial mExtracto

0.0 0.3 0.5 0.7

CONCENTRACION [mg/mL]

10,5
10,0
9,5
9,0
8,5
8,0
7,5

# SEMILLAS




Nota. Gréfico de barras de comparacion de tratamientos (aceite esencial y extracto) con

presencia de hipocétilo en semillas de rdbano.

Presencia De Hojas Primarias

Los resultados de la presencia de hojas primarias se presentan en la tabla 14.

Tabla 14

Presencia de hojas en cubierta seminal en semillas de Lechuga y Rabano
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Hojas Primarias

Caja
LAE LE RAE RE
C 0 0 9 10
1.1 4 0 9 10
1.2 1 2 9 9
1.3 4 1 9 8
21 3 0 9 10
2.2 4 2 9 10
2.3 2 4 10 9
3.1 4 1 9 9
3.2 3 2 9 8
3.3 3 0 7 9

Nota. Se registro el numero de semillas que tuvieron presencia de tallo en cada una de las

cajas Petri a los 8 dias.

Analisis Estadistico de la Presencia de Hojas Primarias en Semillas de

Lechuga
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A partir del analisis de varianza se obtuvo un valor-p del modelo de 0.1235 mayor al
a de 0.10 lo que nos dice que no existe una diferencia estadisticamente significativa entre
los dos tratamientos; sin embargo, el método de Duncan revel6 que si existe una diferencia
estadistica y el mejor tratamiento es la aplicacion de aceite esencial (Apéndice 5) (Figura

22).

Figura 22
Comparacion entre los tratamientos con la presencia de hojas primarias en semillas de

lechuga

Hoja Primaria - Lechuga

m Aceite esencial mExtracto

4,0
230
—
-
S 20
&

1,0
* 0,0 0,0

0,0

0.0 0.3 0.5

CONCENTRACION [mg/mL]

Nota. Grafico de barras de comparacion de tratamientos (aceite esencial y extracto) con

presencia de hojas primarias en semillas de lechuga.

Andlisis Estadistico de la Presencia de Hojas Primarias en Semillas de Rabano

El valor-p obtenido para el modelo fue de 0.4207 mayor al a de 0.10, lo que quiere
decir que no hay una diferencia estadistica y con el método de Duncan se probé que el

mejor tratamiento es con la aplicacion de extracto (Apéndice 6) (Figura 23).

Figura 23

Comparacion entre los tratamientos y la presencia de hojas primarias en semillas de rabano



Hoja Primaria - Rabano

m Aceite esencial mExtracto

10,5
10,0
9,5
9,0
8,5
8,0
7,5

# SEMILLAS

0.0 0.3 0.5 0.7

CONCENTRACION [mg/mL]

Nota. Gréfico de barras de comparacion de tratamientos (aceite esencial y extracto) con

presencia de hojas primarias en semillas de rabano.

Longitud De Raiz Y Tallo En Lechuga

presentan en las tablas 15-16 y 17-18 respectivamente.

Tabla 15

Medidas de la longitud de raiz en semillas de lechuga con aceite esencial

Los resultados obtenidos de la longitud de raiz y tallo en semillas de lechuga se

Medida de la raiz principal

Caja LAE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C 3.8 3.4 3.3 2.7 1,7 25 4.0 3.4 2.7 1,3
11 1.8 2.5 29 4.5 3.1 2.0 2.4 2.4 3.7 4.3
1.2 2.9 2.6 5.0 3.0 3.1 2.9 3.2 1.5 4.0 1.8
1.3 2.6 2.2 2.8 2.2 2.2 2.1 2.3 34 3.8 21
2.1 1.2 2.6 2.9 2.7 1.5 2.8 1.6 2.9 2.7 24
2.2 2.9 2.5 21 3.1 2.9 1.7 14 3.5 35 0.6
2.3 2.2 3.0 3.1 3.0 4.2 2.8 14 0.9 2.3 0.8
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Medida de la raiz principal

Caja LAE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
3.1 2.8 24 2.8 2.6 24 11 2.7 3.4 2.7 2.6
3.2 2.5 29 21 2.5 2.6 3.1 3.2 1,8 2.6 2.9
3.3 2.6 2.5 2.3 1,8 1,5 1,5 3.1 15 2.4 1,5

Nota. Las medidas obtenidas de cada semilla en las cajas Petri se tomaron en centimetros

a los 14 dias.

Tabla 16

Medidas de la longitud de raiz en semillas de lechuga con extracto

Medida de la raiz principal

Caja LE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C 3.5 1,6 35 19 1.7 2.2 1.6 2.4 2.3 2.3
1.1 2.6 2.5 2.0 3.7 3.9 2.3 1.4 5.2 24 1.6
1.2 1.2 1.7 3.6 55 2.1 2.5 3.9 2.8 2.5 0.9
1.3 2.2 3.0 3.7 2.6 29 3.1 3.7 3.7 3.2 1.6
21 3.6 4.3 6.0 21 1.3 3.9 1.8 24 2.5 3.1
2.2 1.7 2.2 2.8 3.2 4.8 53 5.0 3.4 0.1 3.1
2.3 2.0 34 3.3 2.7 3.4 4.5 3.5 34 19 2.1
3.1 2.1 3.1 15 2.1 4.0 3.5 3.5 11 5.0 3.9
3.2 2.7 2.7 3.5 3.4 2.1 3.9 3.3 4.0 19 0.6
3.3 3.8 3.7 4.2 3.4 34 1,9 1,6 3.0 3.0 3.0

Nota. Las medidas obtenidas de cada semilla en las cajas Petri se tomaron en centimetros

a los 14 dias.



68

Andlisis Estadistico de la Longitud de Raiz en Semillas de Lechuga

En el analisis de varianza se obtuvo un valor-p de 0.1677 mayor a a de 0.10 por lo
gue no existe una diferencia estadisticamente significativa en el modelo; sin embargo,
segun la prueba de Duncan se indica que el tratamiento con aplicacion de aceite esencial
tiene un mejor resultado en el crecimiento de las raices de lechuga a una concentracién de
0.3 mg/mL (Apéndice 7) (Figura 24), pero al compararlo con el control tienen el mismo

rendimiento.

Figura 24

Comparacion entre los tratamientos con la longitud de raiz de lechuga

Longitud raiz - Lechuga

m Aceite esencial ®Extracto

4,0
Q30
i
s 2,0
2
£10

0,0

0.0 0.3 0.5 0.7

CONCENTRACION [mg/mL]

Nota. Gréfico de barras de comparacion de tratamientos (aceite esencial y extracto) con

longitud de la raiz en semillas de lechuga.

Tabla 17

Medidas de la longitud de tallo en semillas de lechuga con aceite esencial

Medida del tallo

Caja LAE
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Medida del tallo

Caja LAE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1.1 2.3 2.7 29 1.7 2.6 2.6 2.6 2.5 14 2.6
1.2 3.4 2.1 1.0 2.8 2.3 3.5 2.7 19 2.9 2.5
1.3 2.6 2.6 1.9 3.2 2.9 2.8 2.3 2.6 2.7 19
21 2.3 1.6 1.8 1.7 29 1.2 1.0 1.6 2.3 1.8
2.2 2.0 1.6 19 2.5 1.3 2.6 1.7 1.8 1.8 0.5
2.3 1.6 2.0 24 2.0 19 1.8 1.8 1.3 0.7 1.8
3.1 2.7 2.0 1.6 2.2 24 14 1.7 0.7 1.7 15
3.2 1.6 15 1.8 2.0 14 2.0 11 15 15 2.0
3.3 1.8 1.7 0.8 1.2 11 1.0 1.6 0.8 1.0 1.0

Nota. Medidas obtenidas de cada semilla de las cajas Petri tomadas en centimetros a los 14

dias.

Tabla 18

Medidas de la longitud de tallo en semillas de lechuga con extracto

Medida del tallo

Caja LE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C 3.7 3.5 4.0 4.2 2.7 4.2 4.1 0.3 3.3 3.3
1.1 3.4 2,5 3,5 2,1 2,6 34 3,0 2,0 3,4 2,6
1.2 3,0 1,5 1,2 2,8 1,5 3,3 2,7 1,6 2,9 19
1.3 3,2 2,8 35 31 34 1,5 3,0 2,5 3,0 1,5
2.1 25 3,1 3,0 2,6 2,1 4,5 2,3 3,1 2,8 2,6
2.2 2,8 3,5 2,8 2,7 3,5 2,7 2,5 2,8 3,1 2,6
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Medida del tallo

Caja LE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2.3 25 2,6 2,3 3,5 2,5 3,0 3,2 2,5 3,0 3,0
3.1 2.7 2.5 2.5 2.9 2.6 19 2.5 1.8 2.7 2.8
3.2 2.2 3.1 2.5 2.1 2.3 2.8 2.5 2.1 2.9 1.7
3.3 0.8 2.6 2.9 2.6 2.9 2.0 24 24 24 24

Nota. Medidas obtenidas de cada semilla de las cajas Petri tomadas en centimetros a los 14

dias.

Andlisis Estadistico de lalongitud de Tallo en Semillas de Lechuga

Del andlisis de varianza se obtuvo un valor-p de 0.0001 menor a a de 0.10 que
indica una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos y por la prueba de
Duncan se indica que el tratamiento usando aceite esencial, presenta mejor resultado en el
crecimiento de los tallos de lechuga a la concentraciéon de 0.3 mg/mL (Apéndice 8) (Figura

25), aunque este tratamiento obtuvo un rendimiento menor comparado con el control.

Figura 25

Comparacion entre los tratamientos con la longitud de tallo de lechuga

Longitud tallo - Lechuga

m Aceite esencial m Extracto

4,0
3,0
m
s 20
g
T 10

0,0

0.0 0.3 0.5 0.7

CONCENTRACION [mg/mL]
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Nota. Gréfico de barras de comparacion de tratamientos (aceite esencial y extracto) con

longitud del tallo en semillas de lechuga.

Longitud De Raiz Y Tallo En R4bano

Los resultados obtenidos de la longitud de raiz y tallo en semillas de rdbano se

presentan en la tabla 19-20 y 21-22 respectivamente.

Tabla 19

Medidas de la longitud de raiz en semillas de rabano con aceite esencial

Medida de la raiz principal

Caja RAE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C 12.5 16.0 12.7 114 11.5 11.8 15.2 10.9 9.7 12.4
11 4.0 134 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7
1.2 14.2 13.5 7.8 9.5 10.5 12.6 12.7 8.1 12.4 9.7
1.3 8.7 6.7 8.7 5.6 6.8 9.8 10.2 8.5 14.1 51
2.1 51 14.0 7.1 8.2 6.4 2.0 6.2 2.1 8.8 8.8
2.2 7.3 7.0 9.9 6.2 104 9.2 12.2 9.2 13.5 8.8
2.3 13.0 11.5 9.3 141 104 14.9 2.1 15.2 5.7 4.4
3.1 5.0 3.0 3.7 7.2 2.5 7.2 7.2 7.2 7.2 7.2
3.2 6.6 6.2 104 8.6 34 9.9 6.7 10.2 11.0 4.6
3.3 10.7 9.5 11.6 54 12.3 8.0 10.9 2.1 2.9 7.2

Nota. Longitud de las semillas de las cajas Petri tomadas en centimetros, a los 14 dias.

Tabla 20

Medidas de la longitud de raiz en semillas de rabano con extracto
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Medida de la raiz principal

Caja RE

C 7.5 145 115 160 124 187 118 149 111 160

11 115 142 8.8 5.5 2.5 18.1 135 3.7 10.6 2.7

1.2 8.7 6.7 7.8 10.2 9.6 115 9.0 6.8 5.9 6.0

13 2.8 13.0 5.4 12.2 7.1 159 132 7.2 7.7 7.8

2.1 104 10.1 11.5 6.0 5.8 13.2 13.3 2.1 7.0 4.4

2.2 3.9 5.7 129 135 101 103 3.7 9.8 8.2 8.0

2.3 6.9 5.7 9.7 12.3 6.7 113 12.4 7.1 5.6 2.1

3.1 9.4 8.9 111 10.4 8.5 14.3 11.2 4.9 6.9 7.7

3.2 4.1 7.1 4.0 11.0 3.5 103 104 4.0 7.8 7.7

3.3 7.3 6.0 6.1 9.5 7.4 7.6 8.5 2.6 4.8 7.7

Nota. Longitud de las semillas de las cajas Petri tomadas en centimetros, a los 14 dias.

Andlisis Estadistico de la Longitud de Raiz en Semillas de Rdbano

El valor-p obtenido fue de 0.0001 menor a a de 0.10 por lo que se acepta que existe
una diferencia significativa entre los dos tratamientos, y segun la prueba de Duncan se
indica que el mejor tratamiento es con aceite esencial a la concentracion de 0.3 mg/mL

(Apéndice 9) (Figura 26), aunque su rendimiento es menor al comparar con el control.

Figura 26

Comparacion entre los tratamientos y la longitud de raiz de rabano



Longitud raiz - Rabano

m Aceite esencial mExtracto

15,0

10,0

N l . . .
0,0
0.0 0.3 0.5 0.7

CONCENTRACION [mg/mL]

PROMEDIO

Nota. Gréafico de comparacion entre la longitud de la raiz de semillas de rabano con los

tratamientos (aceite esencial y extracto) a diferente concentracion.

Tabla 21

Medidas de la longitud de tallo en semillas de rdbano con aceite esencial
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Medida del tallo

Caja RAE

11 3.5 3.1 3.1 3.1 3.1 3.1 3.1 3.1 3.1 3.1
1.2 4.6 3.4 3.1 2.4 3.3 4.1 4.9 0.6 5.3 3.1
1.3 1.6 2.8 1.0 4.5 3.1 4.5 3.2 2.0 2.3 1.8
2.1 3.1 3.8 2.8 1.8 6.7 3.3 0.8 0.5 2.2 2.2
2.2 1.3 2.2 15 11 2.3 1.6 1.0 0.9 11 2.2
2.3 2.0 2.5 2.0 2.1 3.7 4.8 24 2.1 0.5 1.0
3.1 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6
3.2 1.7 1.2 1.2 11 1.8 0.7 3.5 0.7 1.6 1.6

3.3 2.4 1.6 1.0 2.0 2.1 1.6 1.8 1.0 1.6 1.6




Nota. Medidas obtenidas de cada semilla de las cajas Petri tomadas en centimetros, a los

14 dias.

Tabla 22

Medidas de la longitud de tallo en semillas de rabano con extracto
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Medida del tallo

Caja RE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C 3.9 3.5 3.1 3.8 3.5 19 2.7 4.3 15 3.8
11 2.5 4.0 2.5 2.6 3.4 4.2 3.0 2.0 0.5 15
1.2 2.7 2.6 1.8 25 1.3 24 2.0 2.0 19 1.0
1.3 3.3 4.3 14 3.3 3.2 0.9 2.0 2.0 54 2.1
21 1.7 34 2.5 2.2 3.6 1.8 21 2.1 1.2 4.0
2.2 0.5 1.2 3.5 1.2 1.3 1.3 1.2 2.5 1.8 1.2
2.3 2.3 2.1 2.8 1.0 3.2 1.2 1.0 2.5 1.8 1.9
3.1 4.4 2.5 3.5 1.8 3.3 0.6 1.1 1.3 2.1 2.0
3.2 1.3 3.2 1.8 2.0 0.7 4.4 15 4.0 15 2.0
3.3 11 1.7 14 11 0.5 0.5 1.8 1.7 2.0 2.0

Nota. Medidas obtenidas de cada semilla de las cajas Petri tomadas en centimetros, a los

14 dias.

Andlisis Estadistico de la Longitud de Tallo en Semillas de Rabano

A partir del andlisis de varianza se obtuvo un valor-p de 0.0001 menor a a de 0.10,

esto quiere decir que si existe diferencias estadisticamente significativas entre los dos

tratamientos y con la prueba de Duncan se indicé que el mejor tratamiento es la aplicacion

de aceite esencial a la concentracion de 0.3 mg/mL (Apéndice 10) (Figura 27), pero su

rendimiento es menor que el del control.



Figura 27

Grafico comparacién entre los tratamientos y la longitud de tallo en rabano

Longitud tallo - Rabano

m Aceite esencial ®Extracto

0.0 0.3 0.5

0.7

6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

PROMEDIO

CONCENTRACION [mg/mL]

Nota. Gréafico de comparacion de tratamientos (aceite esencial y extracto) con longitud del

tallo en semillas de rabano.
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Capitulo V: Discusién

Obtencion y Rendimiento del Aceite Esencial y Extracto de lllicium verum (Hook)

A través del método de extraccién por hidrodestilacion de aceite esencial se obtuvo

en promedio 4.32%, y con el método de maceracion se extrajo en promedio 21.2%.

El contenido de aceite esencial de I. verum, reportado por Gholivand y
colaboradores en 2009, es de 5 a 9% (Gholivand et al., 2009) quienes ademas indican que
se puede extraer entre un 4.0 a 4.5% por el método de hidrodestilacion en un tiempo de 4 a

8 h (da Silva et al., 2022).

La variacion del resultado con el método de extraccién puede deberse a las
condiciones de operacién, como: el tamafio de la muestra usada, la cual debe ser
homogénea y en trozos pequefios para que las glandulas sebaceas de la muestra se abran
y provocar una mejor circulacion del aceite, ademas, el tiempo de extraccion, temperatura
entre otros factores (Nguyen Tuyet Thi Ngoc et al., 2021), un poco control de estos factores
hacen que no se llegue a obtener todo el aceite esencial que contiene la muestra (da Silva

et al., 2022; Yousefi et al., 2019).

El promedio de extraccién para el método de maceracion fue de 21.2% con acetona
como solvente, mucho mayor que el conseguido por Miranda y colaboradores en 2022,
donde obtuvieron 11.4% con etanol, 6.4% con éter dietilico y 3% con n-hexano (Miranda
et al., 2022), aunque el proceso y caracteristicas organolépticas fueron similares, y el uso
de diferentes solventes mientras mas neutros o mas polar sean, tendra mejor rendimiento

(Miranda et al., 2022).
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La polaridad que presenta la acetona como solvente provee la capacidad de extraer
todos los componentes que se encuentren en la muestra que sean solubles a esa polaridad

y no solo los que esperariamos en su aceite esencial.

Estos factores también pueden generar que los compuestos sufran una degradacién
por la temperatura o por hidrélisis; por lo general, esto se da en monoterpenos oxigenados
lo (da Silva et al., 2022; Jugreet et al., 2020). Asi también, pueden llegar a oxidarse o a
trans- esterificarse, por lo que se debe tener en cuenta las condiciones en las que se van a
aplicar a los métodos de extraccion (da Silva et al., 2022; Drini¢ et al., 2020) y las

aplicaciones que se les pueda dar.

Ademas, se debe considerar que el contenido de aceite esencial en plantas
medicinales puede verse afectado por las condiciones climaticas de donde fue tomada la
muestra; asi también, el periodo en el que fue plantado y cosechado, para obtener la
méaxima cantidad posible de aceite esencial (Damayanti et al., 2019; Nguyen Tuyet Thi Ngoc
et al., 2021; Sivasothy et al., 2011) y las condiciones que se le da a la muestra para su

almacenamiento como temperatura, humedad, entre otros factores.

Anélisis Cromatografico

La aplicacion de la técnica cromatogréfica por capa fina permite la separacion de los
constituyentes de una mezcla como el aceite esencial y el extracto obtenido, de esta
manera se identificé los siguientes compuestos: a-terpineno, linalool, eugenol, p-
anisaldehido y anetol que tienen en comdn y ademas limoneno en el aceite esencial y
alcoholes terpénicos y geranil acetato en el extracto, por los Rt a través de los calculados y

comparados con los de bibliografia.
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(Cheng, 2012; Z. Wang et al., 2006) determinan que las sustancias mas importantes
gue estan en el aceite esencial de lllicium verum, son trans- anetol, limoneno, linalool y a-

pineno, que coinciden con los componentes identificados en este ensayo.

Sin embargo, para los componentes presentes en el extracto; aunque, en su
mayoria, son los mismos que presenta el aceite esencial, contiene otros principios activos
debido a que la acetona, al ser un solvente de polaridad intermedia-baja, tiene la capacidad
de donar y receptar enlaces para la formacion de puentes de hidrégeno (Pefiarreta, 2016;
Ringuelet & Vifia, 2013), lo que ayuda a la extraccion de compuestos con mediana y alta

polaridad (Pefiarreta, 2016) como los alcoholes terpénicos y el geranil acetato.

La polaridad que posee la acetona también ayuda a la recuperacién de compuestos
fendlicos (Alara et al., 2021; Liu et al., 2009; Lépez et al., 2005; Miranda et al., 2022; Nawaz
et al., 2020) como el trans- anetol, caracteristico del anis estrellado, por lo que se puede
decir que este compuesto es ideal para usarlo como solvente para maceracion y obtencion
de extracto de esta planta; ya que solventes con mayor polaridad como el etanol no extraen
trans- anetol como se reporta en el trabajo de (Miranda et al., 2022), aunque sea el

componente mas abundante en lllicium verum (Q. Wang et al., 2007).

Pruebas de Coloracién

En los diferentes ensayos realizados sobre aceite esencial y extracto con reactivos
especificos para la deteccion de grupos funcionales se establecié un resultado unanime
para las dos muestras analizadas, los cuales dieron positivo para la presencia de alcoholes,
aldehidos, cetonas, hidrocarburos aromaticos e insaturaciones, que tienen concordancia

con los resultados obtenidos en el analisis cromatogréfico.

Cheng- Hong Yang (2012) y Wang (2006), enuncian en sus publicaciones, que en

muestras de anis estrellado se encuentran compuestos como el trans- anetol, anisaldehido,
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eugenol (Cheng, 2012; Sharafan et al., 2022; Z. Wang et al., 2006); pero, en la identificacién
de compuestos fendlicos no fueron detectados tanto en el AE. y en el extracto, debido a que
el ensayo se realizé con cloruro férrico, el cual reacciona con los hidroxilos fendlicos libres;
y, los principios activos presentes en anis no poseen hidroxilos libres o estan en muy poca
cantidad, por lo que es insuficiente para ser revelado por el reactivo, ademas que, estos
principios activos son sintetizados en la planta dependiendo de estrés a la que esté

sometido (Balaram et al., 2021).

Efecto Alelopéatico

El analisis estadistico se realiz6 en cada uno de los factores que establecen una
buena germinacién (presencia de radicula, alargamiento de hipocétilo y presencia de hojas
primarias) y en analisis de la longitud tanto de la raiz como del tallo con los diferentes

tratamientos (aplicacidn de aceite esencial y extracto) en distintas concentraciones.

En las semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) se evidencié un mejor resultado con la
aplicacion de aceite esencial sobre los factores de germinacion, aunque aqui solo se pudo
establecer el mejor tratamiento, y en el analisis de la longitud de su raiz y tallo se identificd
una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos, siendo el mejor
tratamiento cuando se utilizé aceite esencial a una concentracion de 0.3 mg/mL para los

dos, sin embargo, de menor rendimiento al ser comparadas con el control.

Por otra parte, en las semillas de rdbano (Raphanus sativus L.) se determin6 que el
mejor tratamiento es con la aplicacion de extracto, ya que este manifestd un mejor resultado
sobre los factores de germinacion, pero en el andlisis estadistico de la longitud de raiz y
tallo se evidenci6 una diferencia estadisticamente significativa con la concentracion de 0.3
mg/mL del tratamiento con aceite esencial, pero al ser comparadas con el control, tiene un

menor rendimiento.
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El andlisis estadistico de las diferentes variables analizadas permite afirmar que la
aplicacion de aceite esencial y extracto de lllicium verum en el proceso de la germinacion de
las semillas de Lactuca sativa L (lechuga) y Raphanus sativus L (rdbano), resulta en un
buen desarrollo de los factores de la germinacién; aunque, en los dos casos presentaron
una inhibicion en el crecimiento de la raiz y tallo; ya que, poseen una diferencia
estadisticamente significativa al compararlos con los resultados obtenidos en los controles,
pero, al comparar solo los tratamientos, el mejor tratamiento es con la aplicacion de aceite
esencial en la menor de las concentraciones (3 mg/mL), por lo que es posible utilizar el
aceite esencial como una alternativa a los agroquimicos para control de plagas y malezas,
sin que se vean afectadas en una inhibiciébn completa en especies vegetales de interés a las

que se les aplique.

Estos resultados no se ven afectados por el uso de Tween 20 y DMSO en las
soluciones madre usadas; ya que, el porcentaje usado fue de 0.4 de los dos compuestos
con el aceite esencial y 0.2 en el extracto, estas cantidades solo ayudaron a incorporar
mejor tanto el aceite como el extracto en las diluciones como se reporta en (Marcos-Tejedor
et al., 2021; Shin & Lim, 2004), donde el uso de concentraciones bajas no afecta los
estudios donde se los utiliza, de esta forma se puede usar hasta 20% sin presentar
inhibiciéon en hongos, microbios, etc. (Marcos-Tejedor et al., 2021; Orchard & van Vuuren,
2017), asi también se reporta que el uso de los dos detergentes en combinacion favorece la

solubilidad en los medios (Marcos-Tejedor et al., 2021; Shin & Lim, 2004).

La combinacion de compuestos que presenta el aceite esencial y extracto de Illicium
verum puede ser la causa del crecimiento favorable en la germinacién de las semillas de
lechuga y rdbano, sin que estos presenten una inhibicion total como en otros aceites
esenciales gue tienen compuestos principales como el a- pineno del aceite esencial de
Schinus terebinthifolia (pimienta rosada) que caus6 una importante inhibicion de la tasa de

germinacion de Lactuca sativa (Fernandes et al., 2023).
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La inhibicién resaltada en las longitudes de raiz y tallo comparadas con sus
controles en los dos ensayos (lechuga y rabano) se evidencio en los tratamientos con
extracto, esto debido a que en esta sustancia se encontrg acetato de geranilo
(monoterpeno) y posiblemente se extrajeron otros de este mismo tipo, estos compuestos
son la causa de la inhibicién en las longitudes analizadas, ya que en 2016, Said y
colaboradores afirmaron que la alta presencia de monoterpenos puede causar una
reduccién del proceso de germinacion, aungue no necesariamente una inhibicién total

(Andrango & Changoluisa, 2021; Said et al., 2016).

Los resultados de las concentraciones que presentaron los mejores promedios de
longitud de raiz y tallo concuerdan con la publicacion de Sandoval y Contreras en 2019,
donde afirman que el aceite esencial es una sustancia donde se encuentran los principios
activos mas concentrados, mientras que el extracto no se tiene la misma concentraciéon y se
pueden encontrar otros compuestos como en este caso mayor cantidad de monoterpenos
(Sandoval & Contreras, 2019), esta es la razén de la variacion en los resultados al comparar

los tratamientos.

De la misma manera, tanto el aceite esencial como el extracto al tener una
composicion similar son capaces de tener un control de hongos fitopatégenos, como lo
menciona Huang y colaboradores, que la actividad antifingica se debe a la presencia del
anetol (Huang et al., 2010), el cual inhibe al 100% hongos como Fusarium graminearum,
Fusarium solani y Fusarium oxysporum (Aly et al., 2016), que puede atacar a los cultivos de
lechuga y rdbano provocando una reduccion en el crecimiento de sus raices; ademas, este
principio activo presenta un efecto inhibitorio frente a Saccharomyces cerevisiae (De
Almeida et al., 2010) e insecticida en presencia de larvas jévenes del escarabajo de la papa

de Colorado (De Almeida et al., 2010; Ibafiez, 2019).
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Segun la investigacion de Singh y colaboradores, mencionaron que uno de los
componentes presentes en el aceite esencial y extracto de lllicium verum, Linalool, produjo
un alto porcentaje de mortalidad en termitas (Attique, 2012; G. Singh et al., 2001), esto es
un indicativo de que estos compuestos pueden defender a las plantas sin dafarlas y
permitirles un desarrollo adecuado, asi también lo menciona Hazrati y colaboradores en su
articulo, que la aplicacion de aceites esenciales tuvo minimo efecto negativo en la

germinacion de semillas de lechuga (Attique, 2012; Hazrati et al., 2018).

Asimismo, se puede reiterar la afirmacion de (Huang et al., 2010) quién menciona
gue el anis estrellado no es dafiino, ya que permite seguir con el proceso de germinacion,
pero por bibliografia, se conoce que inhibe malezas o plagas (Andrango & Changoluisa,
2021; De Almeida et al., 2010; Huang et al., 2010; Ibafiez, 2019), si lo fuera deberia detener
la germinacion de semillas como sucede con el uso de aceites esenciales de cilantro, hinojo

(Attique, 2012), romero (Ibafiez, 2019) entre otros, aplicados a los mismos ejemplares.
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

e Se obtuvo el aceite esencial (liqguido amarillo blanquecino) y extracto (marrén y denso)
de lllicium verum L., mediante el método de hidrodestilado y macerado respectivamente,
con caracteristicas especificas.

¢ El rendimiento obtenido de aceite esencial mediante hidrodestilacion y de extracto
mediante el método de maceracion existe diferencia considerable (4.32% y 21.2%
respectivamente), por lo que la maceracion es el método que proporciona un mayor
rendimiento y eficaz cuando se requiere mayor cantidad de principios activos y se
dispone de poco material vegetal.

o El analisis cromatogréfico revela que los dos métodos son adecuados para obtener los
metabolitos secundarios representativos de lllicium verum (Hook) (a-terpineno, linalool,
eugenol, p-anisaldehido, limoneno y anetol).

o El efecto alelopatico que presenta lllicium verum sobre las semillas de lechuga (Lactuca
sativa L.) y rdbano (Raphanus sativus L) fueron mas prometedores al aplicar aceite
esencial en menor concentracién (0.3 mg/mL), no obstante, los dos tratamientos
tuvieron menor rendimiento que el control; es decir, sus componentes pueden usarse
contra malezas y plagas sin dafiar a las plantas o cultivos debido a que permite el

proceso de germinacion relativamente normal.

Recomendaciones

e Para obtener un mejor resultado en la identificacion de principios activos la muestra
debe ser procesada de tal manera que se utilicen trozos pequefios; pero sin llegar a que
sean polvo por completo para evitar la volatilizacion de los principios activos y mantener

los efectos analizados.



Para la obtencion del aceite esencial y extracto se debe procesar la muestra, minimo

una hora en los respectivos métodos de extraccion.

84
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